DNA甲基化改变是人类肿瘤中最常见的表观遗传学改变[@b1]，抑癌基因启动子区的甲基化能促进肿瘤形成。已证实许多抑癌基因如p15、p16、p53、ER、E-cadherins等的过甲基化与肿瘤的发生、发展密切相关[@b2]--[@b3]。地西他滨是一种去甲基化制剂，可使沉默基因重新表达，发挥抗肿瘤作用。目前地西他滨在骨髓增生异常综合征（MDS）及急、慢性髓系白血病的治疗中均取得了很好的疗效[@b4]，但尚未用于急性T淋巴细胞白血病（T-ALL）的治疗。本研究中我们探讨了地西他滨对T-ALL细胞株Molt4细胞的影响及其可能的作用机制。

材料和方法 {#s1}
==========

1．主要试剂：地西他滨（西安杨森制药有限公司产品）溶于生理盐水，−20°C保存。使用时用生理盐水稀释至工作浓度；RPMI 1640培养基和无支原体胎牛血清购自美国Gibco公司；CCK-8试剂盒购自日本同仁化学研究所；碘化丙锭（PI）、RNase A购自美国Sigma公司；Annexin Ⅴ-FITC/PI凋亡检测试剂盒购自美国eBioscience公司；TRIzol购自美国Promega公司；RT-PCR试剂盒购自日本TaKaRa公司；引物由上海英骏生物技术有限公司合成；亚硫酸氢钠修饰试剂盒购自德国凯杰公司；RIPA裂解液购自上海基尔顿生物科技有限公司；抗GAPDH、caspase 3抗体购自美国CST公司，抗caspase 9、LIF抗体购自美国Abcam公司，羊抗兔HRP标记二抗购自中国碧云天生物技术研究所。

2．细胞株来源和细胞培养：Molt4细胞株购自美国典型培养物保藏中心，来源于T-ALL患者的外周血。采用含有10%热灭活胎牛血清的RPMI 1640培养基，放置于37°C、5% CO~2~、饱和湿度培养箱中培养，每2～3 d更换1次细胞培养基。实验所用细胞均处于对数生长期。所有实验均重复3次。

3．CCK-8法检测地西他滨对细胞增殖的影响：取对数生长期的Molt4细胞接种于96孔板，每孔200 µl，每孔细胞数调整为2×10^4^个，加入地西他滨，使其终浓度分别为0.05、0.10、0.50、1.00和5.00 µmol/L，并设未加药的对照组，每种浓度设5个复孔。置于培养箱中培养24、48、72和96 h后，加入10 µl CCK-8溶液，在培养箱内继续孵育4h，用酶标仪检测450 nm处各孔的吸光度（*A*）值。按下式计算细胞增殖抑制率。$$细胞增殖抑制率（\% ） = \frac{A_{{}_{对照组}} - A_{{}_{药物组}}}{A_{{}_{对照组}}} \times \text{1}00\%$$

4．流式细胞术检测细胞凋亡：用RPMI 1640培养液调整细胞密度为1×10^5^/ml，接种于24孔板，每孔1 ml，设置0.50 µmol/L地西他滨处理组及未加药的对照组，每组设3个复孔。置培养箱中培养72 h，收集待检测细胞，PBS洗1次，结合缓冲液洗1次，用50 µl结合缓冲液重悬。每管加入5 µl Annexin Ⅴ-FITC和5 µl PI，轻轻混匀，于室温避光温育15 min，加入结合缓冲液后，用流式细胞仪检测细胞凋亡率。

5．流式细胞术检测细胞周期：用RPMI 1640培养液调整细胞密度为1×10^6^/ml，接种于24孔板，每孔1 ml，实验分组同上，每组设3个复孔。置培养箱中培养72 h，收集待检测细胞，PBS洗2次，用冰冷的70%乙醇固定，−20°C过夜。PBS洗2次，细胞重悬于PI染液（含0.2 mg/ml RNase A，50 µg/ml PI，0.1% Triton X-100的PBS溶液）染色。室温避光染色30 min，上机检测。

6．转录组高通量测序筛选组间差异基因：实验分组同上，收集各组细胞，用TRIzol提取总RNA，并用TruSeq RNA样品制备试剂盒构建测序文库，总RNA用量为1 µg。RNA文库的测序步骤参照Illumina公司提供的标准手册。在数据处理阶段，利用CASAVA 1.8软件进行碱基序列读取分析和测序数据清洗，剔除简单的、低质量的数据。再通过Chepelev等[@b5]描述的方法计算每个读段的丰度，即将一个基因的所有外显子合并形成一个meta转录本，计算比对到meta转录本外显子的读段数量，并且通过meta转录本和文库的大小对数据进行标准化。比较两组测序数据利用倍数法，计算基因间的差异倍数，从而得到差异的基因。

7．亚硫酸氢盐测序法检测乳铁蛋白（LTF）基因启动子CpG岛的甲基化：实验分组同上，提取各组细胞基因组DNA。取基因组DNA 1 µg进行亚硫酸盐修饰，使未甲基化的胞嘧啶（C）转化成胸腺嘧啶（T），而甲基化的胞嘧啶不变。以修饰后基因组DNA为模板进行LTF基因启动子扩增。LTF特异性引物：上游引物5′-GGGGTAAAGTTTTGAATAAAGGG-3′，下游引物5′-CAACTCCTATTCCTCCCCATATAA-3′，其反应体系为50 µl，包括2×PCR Mix 25 µl，10 µmol/L上、下游引物各1 µl，模板DNA 2.5 µl，双蒸水20.5 µl。反应条件：95°C变性4 min，94°C30 s、55°C30 s、70°C40 s，进行40次循环，然后72°C延伸5 min。将获得的PCR产物行15 g/L琼脂糖凝胶电泳，割胶回收目标片段，采用pTG19-T作为载体连接，转化感受态细胞XL10-Gold，进行筛选、扩菌、提取质粒DNA，用3730测序仪进行测序，由上海捷瑞生物工程有限公司完成。

8．实时定量RT-PCR法检测LTF mRNA表达：实验分组同上，采用TRIzol法提取各组细胞总RNA，测定其浓度和纯度。RT反应体系10 µl，包括缓冲液2 µl，Oligo（dT）primer 0.5 µl，反转录酶0.5 µl，随机引物0.5 µl，模板500 ng。RT-PCR引物：β-actin mRNA上游引物5′-TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA-3′，下游引物5′-CTAGAAGCATTGCGGACGATGGAGGG-3′；LTF mRNA上游引物5′-GCGACGAGCAGGGTGAGA-3′，下游引物5′-GCCCCAGTGTAGCCGTAGTATC-3′。反应条件为95°C预变性15 min，94°C变性30 s，56°C退火30 s，72°C延伸90 s，进行40次循环，最终72°C延伸10 min。反应结束后根据熔解曲线判断扩增产物的特异性，记录不同基因的Ct值。目的基因相对表达量应用2^−ΔΔCt^公式来计算，ΔΔCt=（Ct~药物组目的基因~−Ct~药物组内参基因~）−（Ct~对照组目的基因~−Ct~对照组内参基因~）

9．Western blot法检测LTF蛋白及凋亡途径的相关蛋白表达水平：实验分组同上，收集各组细胞，用含1 mmol/L PMSF的RIPA裂解液裂解细胞，抽提细胞总蛋白，测定蛋白浓度，上等量的蛋白通过SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳2h，湿转印至膜，50 g/L脱脂奶粉溶液封闭1 h后，加入相应的一抗温育，4°C过夜，用HRP标记的二抗室温温育1 h，显色、图像采集及分析处理。

10．统计学处理：采用SPSS 18.0软件进行统计学分析，数据以均数±标准差表示，用析因方差分析进行统计学处理（两组均数比较先进行方差齐性检验，方差齐者用*t*检验，方差不齐者用*t*′检验）。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．地西他滨对Molt4细胞增殖的影响：加入地西他滨后，在显微镜下观察发现，Molt4细胞明显皱缩，细胞密度减小。CCK-8法检测发现，地西他滨对Molt4细胞增殖的抑制作用呈剂量和时间依赖性（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。地西他滨作用不同时间（24、48、72和96 h）后，Molt4细胞的增殖抑制率差异均有统计学意义（*P*值均\<0.05）；不同浓度（0.05、0.10、0.50、1.00和5.00 µmol/L）地西他滨作用后，Molt4细胞增殖抑制率在24、48 h除0.05与0.10 µmol/L浓度组、0.50与1.00 µmol/L浓度组间差异无统计学意义（*P*\>0.05），其余各浓度组间及作用72、96 h各浓度组间差异均有统计学意义（*P*值均\<0.05）。0.50 µmol/L地西他滨作用72 h后细胞增殖抑制率为（69.76±2.20）%，以此为实验浓度和作用时间行后续实验。

![CCK-8法检测地西他滨对Molt4细胞增殖的影响（实验重复3次）](cjh-36-03-230-g001){#figure1}

2．地西他滨对Molt4细胞凋亡的影响：0.50 µmol/L地西他滨作用Molt4细胞72 h，细胞凋亡率为（37.75±3.87）%，对照组细胞凋亡率为（14.54±0.94）%，差异有统计学意义（*P*\<0.05）。

3．地西他滨对Molt4细胞周期的影响：0.50 µmol/L地西他滨组G~0~/G~1~期细胞比例为（60.58±0.22）%，较对照组（49.69±1.05）%\]明显升高，S期和G~2~/M期细胞比例分别为（31.97±0.57）%和（7.45±0.42）%，较对照组\[（44.92±1.37）%和（5.39±0.40）%\]明显降低，差异均有统计学意义（*P*\<0.05）。

4．转录组高通量测序筛选组间差异基因：利用高通量测序及倍数分析法，共筛选出1 507个上调的差异基因（[图2A](#figure2){ref-type="fig"}），其中LTF基因组间差异最明显（[图2B](#figure2){ref-type="fig"}）。

![转录组高通量测序筛选组间差异基因的热点图\
A：热点图全局图；B：标注有差异表达基因的局部放大图。1：未加药对照组；2：0.50 µmol/L 地西他滨作用组。热点图旁边的数值代表基因的差异程度，红色代表上调（或者说表达丰度高），蓝色代表下调（表达丰度低）](cjh-36-03-230-g002){#figure2}

5．地西他滨对Molt4细胞LTF基因启动子CpG岛的甲基化水平的影响：亚硫酸氢盐测序实验结果显示，Molt4细胞中LTF基因启动子CpG岛的甲基化率为72.3%，经0.50 µmol/L地西他滨处理72 h后，Molt4细胞的LTF基因启动子CpG岛的甲基化率下降至45.0%，差异有统计学意义（*P*\<0.05）。LTF启动子区26个CpG位点甲基化如[图3](#figure3){ref-type="fig"}显示，LTF基因在Molt4细胞内表现为高甲基化状态，地西他滨作用后，其中4、5、6、7、9、14、16号CpG位点甲基化率较对照组明显降低，下降率为50%左右。

![0.50 µmol/L地西他滨作用前后LTF基因启动子区26个CpG位点甲基化情况\
●：甲基化；○：未甲基化](cjh-36-03-230-g003){#figure3}

6．地西他滨对Molt4细胞LTF mRNA表达的影响：Molt4细胞经0.50 µmol/L地西他滨作用72 h后，LTF mRNA相对表达量为4.05±0.41，表达水平较对照组明显上调（*P*\<0.05）。

7．地西他滨对Molt4细胞LTF蛋白及凋亡相关蛋白表达的影响：0.50 µmol/L地西他滨作用Molt4细胞72 h后，采用Western blot法检测LTF蛋白、caspase家族蛋白的活化情况，发现LTF蛋白及凋亡相关caspase 3、caspase 9蛋白表达水平较对照组明显增高（*P*\<0.05）（[图4](#figure4){ref-type="fig"}）。

![Western blot法检测地西他滨处理72 h后Molt4细胞LTF和caspase 3、caspase 9蛋白的表达\
1：未加药对照组；2：0.50 µmol/L地西他滨作用组](cjh-36-03-230-g004){#figure4}

讨论 {#s3}
====

我们以T-ALL细胞株Molt4细胞为研究对象，探讨地西他滨对Molt4细胞的影响及可能的机制。研究表明，地西他滨对Molt4细胞增殖起着明显的抑制作用，抑制率呈时间和剂量依赖性增加。进一步的研究结果提示，地西他滨是通过诱导细胞凋亡、阻滞细胞周期在G~0~/G~1~期，从而使细胞增殖受抑。在探讨地西他滨可能的作用机制中，我们发现LTF基因在Molt4细胞中呈高甲基化状态，与地西他滨共培养后，LTF基因启动子甲基化率由72.3%下降至45.0%，LTF mRNA和蛋白表达明显增加。可见LTF基因是地西他滨作用的重要靶点。LTF基因位于3p21.3染色体上，其mRNA长约2.4 kb，含17个外显子，编码LTF。LTF除了促进铁吸收、抗氧化、广谱抗菌、抗病毒、抗炎和调节免疫的功能外[@b6]--[@b7]，还能抑制肿瘤生长和转移[@b8]--[@b9]，并在人类多种肿瘤中具有抑癌作用。已证实，LTF基因在多种肿瘤组织，如鼻咽癌、乳腺癌、肺癌、胃癌、结肠癌、前列腺癌等中存在表达缺失或下调的现象[@b10]--[@b13]。其失活主要与启动子甲基化有关，在去甲基化后，LTF基因表达能够恢复[@b11],[@b14]。目前，有关LTF基因与T-ALL细胞株Molt4细胞相关性的研究尚未见报道，其在T-ALL中的作用机制有待进一步研究。

近来，不乏一些有关LTF分子机制的研究，研究报道LTF分子可以通过诱导改变某些重要细胞周期调节蛋白的表达及活性水平，而阻碍肿瘤细胞由G~1~期向S期转化，进而抑制肿瘤细胞的增殖[@b15]--[@b16]。LTF分子促进肿瘤细胞的凋亡则是通过激活JNK、Fas信号通路来实现[@b17]--[@b18]。在我们的研究中，检测到地西他滨可促进caspase 3、caspase 9凋亡蛋白表达水平的增加，其可能机制与LTF基因的高表达有关。本研究中我们还发现LTF启动子4、5、6、7、9、14、16号CpG位点甲基化率较对照组明显降低，下降率达50%左右。可见这7个位点可能是LTF基因表达相关的常见甲基化位点，将为去甲基化靶向治疗提供科学依据。
